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Procede de d sage d'un haptene selon une technique de competition. 

La presente invention a pour objet un reactif pour 1e dosage dliaptenes, et son 

utilisation. 

Les haptenes sont des molecules non immunogenes, c'est-a-dire incapables par 
elles meines de promouvoir une reaction immunitaire par production d'anticorps, mais 
5 capables d'etre reconnues par des anticorps obtenus par immunisation d'animaux dans des 
conditions connues, en particulier par immunisation avec un conjugue haptene-proteine. 

Diverses techniques ont ete proposees pour le dosage d'haptenes dans un 
echantillon, parmi lesquelles les techniques dites de competition. Ces techniques, decrites 
pour la premiere fois par Yalow et Berson (Nature, 184, p. 1648, 1959) pour le dosage de 

io I'insuiine plasmatique par radio-immunologie, ont ete appliquees au dosage des haptenes au 
debut des annees 1970 (Gharig H. et al. J. Clin. Endocrinol. Metab., 31, p.709-714, 1970 ; 
Abraham G.E., Acta Endocrinologica, suppl. 183, p. 1-42 1974). 

Selon ces techniques, l'haptene que 1'on cherche a doser est mis en competition, 
pour sa fixation a une quantite definie d'anticorps specifiques dudit haptene, avec une 

15 quantite connue, ajoutee, du meme haptene marque. Apres une etape de separation dans 
laquelte on separe l'haptene iibre (c'est-a-dire non lie aux anticorps) et les complexes 
anticorps-haptene, la quantite d'haptene marque, lie ou libre, est determinee grace a l'activite 
du marqueur. Cette mesure permet de deduire la quantite d'haptene non marque presente au 
depart. Dans ce type de dosage en competition, la quantite de complexe haptene marque- 

20 anticorps forme diminue au fur et a mesure qu'augmente la quantite d'haptene non marque 
dans le milieu reactionnel. 

Selon un premier mode de realisation de ce type de dosage en competition, 
l'haptene a doser et l'haptene marque reagissent simultanement avec une quantite 
predeterminee d'anticorps specifiques de l'haptene. Apres equilibre, les haptenes libres sont 

25 separes des haptenes fixes aux anticorps. Selon un autre mode de realisation, les reactife 
sont ajoutes de maniere sequentielle : dans un premier temps, l'haptene a doser est ajoute a 
une quantite d'anticorps predeterminee de telle sorte que tout l'haptene a doser soit fixe. 
Dans un deuxieme temps, l'haptene marque est ajoute en exces afin de saturer les sites 
anticorps restes libres, et apres un temps d'incubation suffisant, on separe l'haptene marque 

30 non lie. 

Differents modes de marquage des haptenes ont ete proposes. Le marquage 
radio-actif, bien qu'il offre I'avantage d'etre suffisamment sensible, presente differents 



WO 96/19729 



-2- 



PCT/FR95/01709 



inconvenients tels que la labiltte du marqueur et la necessite d'un equipement lourd, de 
mesurcs de protection du personnel et ^elimination des d&hets, qui constituent des 
contraintes importantes, notamment en ce qui concerne Tautomatisation du test de dosage 
d'haptenes. Une autre possibility consiste a utiliser comme marqueur une enzyme telle que 
par exemple la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline ou la jj-galactosidase. 
L'addition du substrat specifique de I'enzyme permet de reveler la quantite d'haptene marque 
libre ou fixe aux anticorps (Van Weemen B.K. et Schuurs A.H.W.M., FEBS Letters, 24(1), 
p.77-81, 1972 ou Wisdom G.B., Clin. Chem., 22(8), p. 1243-1255, 1976). Ce type de 
marquage a de nombreux avantages, tels que le cout, la simplicite d'utilisation, la rapidite de 
la reaction enzymatique, I'absence de mesures de protection particulieres et la possibility 

d'automatiser le test. 

II est toutefois connu des specialistes que les methodes de competition utilisant 
un haptene marque par une enzyme sont parfois peu sensibles et sont susceptibles de donner 
dans certains cas des resultats peu significatifs. 

La presente invention a pour objet un reactif pour le dosage d'haptenes par une 
technique de competition qui permet de pallier les inconvenients precites. 

Plus precisement, invention a pour objet un precede pour le dosage d f un 
haptene dans un echantillon, dans lequel : (a) on met en contact ledit echantillon avec une 
quantite predeterminee d'anticorps capables de reconnaitre ledit haptene et avec une 
quantite predeterminee d'un reactif capable d'entrer en competition avec ledit haptene pour 
la fixation sur lesdits anticorps par formation d'un complexe de type antigene-anticorps, 
ledit reactif etant un conjugue forme par un fragment d'acide nucleique simple brin avec un 
compose capable d*etre reconnu par les anticorps reconnaissant Thaptene, et (b) on 
determine, k I'aide d'un marqueur capable de se Her avec ledit reactif, la quantite dudit 
r&tctif fixe sur lesdits anticorps ou la quantity dudit reactif non fixe sur lesdits anticorps, 
ledit marqueur etant un anticorps capable de reconnaitre ledit fragment d'acide nucleique. 
On en deduit alors la quantite d'haptene present dans Ttehantillon. 

Dans des modes de realisation particuliers, on determine la quantite de reactif 
fixe ou non fixe en mesurant la quantite de marqueur lie audit reactif; pour ceia, on ajoute 
le marqueur capable de se lier avec ledit reactif et Ton determine la quantite de reactif fixe 
ou non fixe en mesurant la quantite de marqueur lie soit au reactif fixe sur les anticorps anti- 
haptene, soit au reactif libre, non fixe ; ledit marqueur est un anticorps capable de 
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reconnaitre ledit fragment d'acide nucleique du conjugue ; cet anticorps peut etre lui-meme 
lie, de f a9 on connue, a un agent traceur, en vue de la detection ; cet anticorps peut 
egalement etre detecte, de fafon connue, par un anti-anticorps lui-meme lie a un agent 
traceur. 

Le procede de IWntion peut etre mis en oeuvre par mise en contact simultanee 
de I'echantillon et du reactif avec les anticorps capables de reconnaitre l'haptene; par 
exemple, dans ce cas, on peut melanger Techantillon et le reactif avant la mise en contact 
avec les anticorps. 

Le procede de l'invention peut egalement etre mis en oeuvre de facon 
sequentielle. Dans ce cas, on peut dans un premier temps mettre en contact I'echantillon 
avec les anticorps capables de reconnaitre l'haptene et dans un second temps ajouter le 
reactif. 

Dans la suite de la description, on designera par le terme "compose" le 
constituant du conjugue qui est lie au fragment d'acide nucleique. Ledit constituant est un 
compose reconnu par les anticorps reconnaissant l'haptene a doser. Ce compose peut etre 
soit l'haptene lui-meme, soit un analogue de cet haptene. 

Dans la presente demande, le terme "haptene" designe des composes ayant 
generalement une masse moleculaire inferieure a 3000 Da, et le plus souvent inferieure a 
2000 Da, qui peuvent etre par exemple des peptides, des peptides glycosyles, des 
metabolites, des vitamines, des hormones, des prostaglandines, des toxines ou divers 

medicaments. 

L'haptene peut etre choisi par exemple parmi : 

- un peptide glycosyle tel que la sequence N-terminale de la sous-unite b6ta de 

1'hemoglobine humaine ; 

- les hormones thyroidiennes, notamment la thyroxine, la triiodothyronine et la 
tetraiodothyronine ; les hormones steroidiennes, notamment les estrogenes tels que I'estriol 
et l'estradiol, les androgenes tels que la testosterone, les progestatifs tels que la 
progesterone, les glucocorticoTdes tels que la 11 -deoxycorticosterone et le Cortisol; les 
catecholamines telles que l'adrenaline, la noradrenaline, la dopamine .; 

- les vitamines A, B comme la B12, C, D, E et K, I'acide folique, la biotine, la 

thiamine ; 
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- des medicaments tels que la digoxine, la digitoxigenine, la digitoxine, la 
digoxigenine ; les antibiotiques notamment les aminoglycosides, la gentamicine, la 
tobramycins I'amikacine, la sisomicine, la kanamycine, la netilmicine, la penicilline, la 
tetracycline, la tetramycine, la Chloromycetin et l'actinomycetine ; ou le phenobarbital, la 

5 primidone, 1'ethosuximide, la carbamazepine, le valproate, la theophylline, la cafeine, le 
propanolol, le procainamide, la quinine, 1'amitriptyline, la desipramine, le disopyramide, les 
amphetamines, la morphine, la methadone, les barbituriques ; 

- les nucleosides et nucleotides comme 1'adenosine di- ou triphosphate (ADP et 
ATP), la flavine mononucleotide (FMN), la nicotinamide adenine dinucleotide (NAD), son 

l o derive phosphate (NADP), la thymidine, la guanosine et 1'adenosine 

- les toxines comme I'alphatoxine, la toxine du cholera, I'enterotoxine B du 
staphylocoque et analogues. 

Dans la presente demande, le terme "anticorps" inclut les anticorps polyclonaux 
ou monoclonaux, les anticorps obtenus par recombination genetique, et des fragments 
1 5 d'anticorps tels que des fragments Fab ou F(ab')2. 

Les anticorps capables de reconnaitre Fhaptene sont egalement appeles ici 
"anticorps anti-haptene*. 

Le fragment d'acide nucleique simple brin present dans le conjugue est 
notamment choisi dans le groupe consistant en un fragment d'ADN, un fragment d'ARN, un 
20 fragment hybride ADN/ARN ou un fragment d'ADN ou d'ARN modifid. On peut utiliser en 
particulier un fragment simple brin non susceptible d'auto-appariement. 

Generalement, le fragment d'acide nucleique simple brin ne contient pas plus de 
100 nucleotides, et en particulier pas plus de 40 nucleotides. 

Le fragment d'acide nucleique est par exemple un oligodesoxyribonucleotide ou 
25 un oligoribonucleotide comprenant de 2 a 100 nucleotides, et plus particulierement de 10 a 
40 nucleotides, ou un desoxyribonucleotide ou un ribonucleotide, ou encore un 
desoxyribonucleoside ou un ribonucleoside. 

Le fragment d'acide nucleique peut etre un fragment d'acide nucleique modtfie 
presentant par exemple une ou plusieurs bases modifiees ou peut etre compose uniquement 
30 de bases modifiees naturelles (telles que la 6-ceto-purine, la xanthine, la 5-methyl-cytosine, 
la 2-amino-purine) ou non naturelles (telles que la thioguanine ou la 8-oxo-guanine). Le 
fragment d'acide nucleique peut etre compose uniquement ou partiellement de nucleosides 
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modifies sur la partie osidique, par exemple des carbonucleosides, ou peut presenter des 
modifications au niveau du squelette phosphodiester, par exemple des groupements 
phosphorothioates. De meme il peut etre compose totalement ou partiellement de 
nucleosides d'anometrie alpha ou beta ou d'isomeres de la serie D ou L Un fragment 
5 d'acide nucleique modifie contient au moins une modification telle que celles qui viennent 
d'etre mentionnees. 

Le reactif utilise dans le procede de la presente demande est un conjugue 
resultant de la liaison d'un fragment d'acide nucleique avec un compose qui est soit 
l'haptene a doser soit un analogue de cet haptene, ledit analogue etant capable d'etre 

i o reconnu par des anticorps reconnaissant l'haptene a doser. 

Plus precisement, le fragment d'acide nucleique et le compose constitue par 
l'haptene ou par ledit analogue d'haptene sont lies par 1' intermediate d'une liaison 
covalente pour former une molecule composite appelee "conjugue". Pour cela, on peut 
utiliser les methodes connues d'etablissement d'une liaison covalente. Par exemple, lorsque 

is le fragment d'acide nucleique est prepare par synthese automatique, l'haptene peut etre 
addiuonne comme un nucleotide au cours de la synthese, en position 5' et/ou 3' ou en toute 
autre position dans la chaTne nucleotidique. Cela necessite prealablement la preparation d'un 
derive de l'haptene utilisable en synthese automatique, par exemple, un derive 
phosphoramidite, H-phosphonate ou phosphotriester, ou la preparation d'un nucleotide 

20 substitue par ledit haptene sur la base purique ou pyrimidique, ou sur la partie osidique. 
Ledit haptene peut aussi etre introduit au cours de la synthese sur les phosphores 
intemucleotidiques par phosphoramidation oxydative. Sur ces methodes, on peut citer par 
exemple la revue faite par S.L. Beaucage et R. P. Iver, Tetrahedron 49, 1925-1963 (1993). 

On peut egalement preparer des derives du fragment d'acide nucleique et de 

25 l'haptene de facon a introduire sur chacun une fonction reactive, les fonctions introduites 
etant capables de reagir l'une sur l'autre, avec formation d'une liaison covalente. A litre 
d'exemple, une fonction amine primaire portee par I'm) des derives reagira avec I'ester de N- 
hydroxysuccinimide de l'autre derive qui contient un groupe carboxylique, de meme une 
fonction thiol reagira sur un groupement maleimide, pyridyldisulfure ou halogenoalkyle et 

30 un phosphorothioate reagira avec un halogenoalkyle 
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On peut aussi introduce sur le fragment d'acide nucleique et sur ledit compose 
(haptene ou analogue d'haptene) des fonctions reactives permettant une liaison par 
1'intermediaire d'un agent de couplage. 

Le terme "agent de couplage* tei qu'utilise ici designe une molecule contenant 
au moins deux groupements reactifs de meme nature ou de nature differente (agent de 
couplage homobifonctionnel ou heterobifonctionnel). A titre d'exemple, une fonction amine 
primaire et une fonction acide carboxylique pourront former une liaison amide en presence 
d'un agent de couplage tel qu'un carbodiimide, ou bien deux fonctions amines primaires 
peuvent etre couplees en presence d'un agent de couplage tel que le phenylene-1,4- 
diisothiocyanate ou le disuccinimidylsuberate. 

Les fonctions reactives introduites (ou deja presentes) sur le fragment d'acide 
nucleique peuvent etre choisies, par exemple, parmi les groupes amine, hydrazine, 
hydrazone, imine, imide, amide eventuellement substitue, semicarbazone, carbonyle 
(notamment un groupe aldehyde), sulfure, thiol, carbamate, nitrile, halogene, hydroxyle, 
sulfonamide, isocyanate, isothiocyanate, acide carboxylique, ester d'acide carboxylique, 
halogenure d'acide carboxylique, anhydride d'acide, epoxyde, phosphate, phosphorothioate, 
phosphite, phosphonate, thiophosphate, etc. Les fonctions reactives peuvent etre 
temporairement protegees notamment lors de la synthese des oligonucleotides. 

Les fonctions reactives qui peuvent etre introduites (ou eventuellement 
presentes) sur Tautre constituant du conjugue (c'est-a-dire sur compose qui est soit 
I'haptene soit un analogue de I'haptene), en vue de la reaction avec le derive d'acide 
nucleique, peuvent etre choisies, par exemple, parmi les memes groupes que ceux qui 
viennent d'etre enumeres, etant entendu que pour former le conjugue on choisit un derive 
d'haptene portant une fonction reactive capable de reagir, selon le cas, soit avec la fonction 
reactive presente sur le derive du fragment d'acide nucleique, soit avec une fonction 
reactive presente sur l'agent de couplage. 

L'introduction de ces fonctions reactives sur les fragments d'acide nucleique, et 
par consequent le greffage dudit compose sur le fragment nucleotidique, peut s'effectuer en 
toute position de la chaine nucleotidique en utilisant par exemple des reactifs synth&ises 
selon des methodes connues ou disponibles dans le commerce. A titre d'exemple les 
modifications peuvent etre realisees en position 5' par emploi d'un reactif du type Aminolink 
II (Applied Biosystems ref 400808), ou en position 3' par utilisation d'un support solide tel 
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que celui vendu par la soctete Clontech Lab. Inc sous la reference 5221 ou decrit par Reed 
et al. (1991) Bioconjugate Chem. 2,217-225. Ces modifications peut etre effectuees sur les 
bases nuciaques (Glen Research ref. 101039), ou bien sur la partie osidique par 
modification de la partie osidique en utilisant par exemple un ribofuranose substitue en 
5 position 2' a la place d'un d&oxy-2'-nT>ofuranose (Yamana et al. (1991) Tetrahedron Lett. 
32, 6347-6350), ou en substituant un nucleoside par un residu alkylamine (Clontech Lab. 
Inc ref. 5203) ou encore par substitution d'un phosphate internucleotidique selon des 
protocoles decrits par Froehler et al., (1988) Nucl. Acids Res., 16, 1 1, 483 1-4839 ; Conway 
et Mc Laughlin (1991) Bioconjugate Chem., 2, 452-457 ; Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. 

10 Acad. Sci. USA 86,6553-6556. 

De meme, si necessaire, ledit compose (haptene ou analogue) peut Stre modifi* 
pour Tintroduction d'une fonction reactive de facon connue en soi, en toute position 
appropriee sur ledit compose. Des methodes d'introduction de fonctions reactives sont 
donnees notamment dans "Preparation of antigenic steroid-protein conjugate", F Kohen et 

15 al., dans Steroid immunoassay, Proceedings of the fifth tenovus workshop, Cardiff, Avril 
1974, ed. EHD Cameron, SH. Hillier, K. Griffiths, comme par exemple Tintroduction d'une 
fonction hemisuccinate en position 6,11, 20 ou 21, d'une fonction chloroformiate en 
position 1 1 ou d'une fonction carboxymethyle en position 6, dans le cas de la progesterone. 

L'anticorps capable de reconnaitre le fragment d'acide nucleique du conjugue 

20 peut etre, par exemple, un anticorps anti-fragment d'acide nucleique, et en particulier un 
anticorps monoclonal, tel que decrit par P. Cros et al. (Nucleic Acids Research, 22 (15), 

2951-2957, 1994). 

Ledit anticorps peut etre lie a un traceur, en particulier par covalence. 
Le traceur peut notamment etre choisi parmi : 

- les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, 
fluorescence, luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la 
p-galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase, 

- les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, 
-les groupements a densite e"lectronique detectable par microscopie 

dectronique ou par leurs propriety electriques comme la conductivite, l'amp6rometrie, la 
voltametrie, les mesures d'impedance. 



25 



30 
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- les groupements detectables par des methodes optiques comme la diffraction, 
la resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou des methodes physiques 
comme la spectroscopic de force atomique, I'effet tunnel. 

Dans un autre mode de realisation de I'invention, Tanticorps anti-fragment 
5 d'acide nucleique n'est lie a aucun traceur, et dans ce cas, on le detecte par exemple a I'aide 
d f un anti-anticorps, comme indique ci-dessus, ledit anti-anticorps etant lui-meme lie a un 
traceur. 

Les reactions mises en jeu dans le procede de Pinvention (formation de 
complexes avec les anticorps, eventuellement fixation des agents marqueurs) sont effectuees 

10 dans les conditions usuelles, bien connues pour ce type de reactions, en presence d'une 
phase liquide (generalement une solution aqueuse tamponnee) permettant la mise en contact 
des reactifs et leur reaction par formation de complexes de type antigene-anticorps, par 
hybridation de fragments nucteiques complementaires etc. 

Selon le proc6de mis en oeuvre et l'haptene a doser, un ajustement des 

is conditions experimentales, et notamment la determination de la quantite d'anticorps mis en 
contact avec Pechantillon et de la quantite du reactif conjugue pourra etre effectue 
prealablement, selon des methodes bien connues de l'homme du metier, pour assurer une 
meilleure sensibilite et une meilleure reproductibilite. Pour cela, on peut realiser au prealable 
une courbe de titrage qui permettra de determiner la dilution de Tanticorps qui sera utilise 

20 dans les dosages. Cette dilution correspond a une valeur de densite optique se situant dans 
la partie lineaire de la courbe, par exemple une valeur de densite optique comprise entre 
50 % et 75 % de la valeur correspondant au seuil de saturation de la lecture. D'autres 
precisions sont donnees dans la partie experimentale ci-apres. 

devaluation de la quantite de conjugue fixe sur les anticorps anti-haptene (ou de 

25 conjugue libre, non fixe) dans le procede de dosage de I'invention, peut etre realisee par une 
methode de detection appropriee, de fa? on connue en soi. 

La reaction de detection peut faire intervenir par exemple : 
- une premiere &ape de fixation d'un anticorps ayant une affinite specifique pour 
le fragment d'acide nucleique dudit conjugu6. Cet anticorps peut etre revete & Taide d'un 

30 agent traceur (par exemple, il est lie a Tagent traceur). Ou bien il peut etre rtvele, de fefon 
connue en soi, a Taide d'un autre anticorps capable de reconnaltre ledit anticorps anti- 
(fragment d'acide nucleique), ledit autre anticorps etant lui-meme lie a un agent traceur ; 
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- une seconde etape, dite de revelation, dont la nature est choisie en fonction du 
type de traceur utilise pour marquer ledit agent de detection. Ce traceur et son mode de 
revelation sont notamment choisis parmi ceux decrits precedemrnent. 

II est bien entendu evident que lesdites premiere et seconde etapes peuvent etre 
realis6es separement ou simultanement, de fa9on connue en soi. 

Par ailleurs, dans le precede de ['invention, il est generalement utile de realiser 
une etape de separation du conjugue (et eventuellement de Phaptene) reste libre et du 
conjugue (et eventuellement de Thaptene) fixe sur les anticorps anti-haptene, afin d'evaluer 
soit la quantite de conjugue libre, soit la quantity de conjugue fixe sur les anticorps. 

De nombreuses techniques, bien connues, sont utilisables pour cette separation, 
et notamment : 

- on peut effectuer une imrnunoprecipitation par un deuxieme anticorps diriges 
contre l'anticorps anti-haptene, ce deuxieme anticorps etant apporte soit en phase liquide, 
soit sur phase solide, par exemple en etant fixe a des particules inertes, 

- on peut utiliser des anticorps sp&ifiques de I'haptene a doser qui ont 6te 
prealablement fixes sur un support solide, et alors un simple lavage elimine le conjugue 
libre. 

La fixation sur la phase solide de l'anticorps peut etre realisee par des moyens 
varies, soit directement par adsorption passive ou par couplage covalent, soit indirectement 
par 1'intermediaire d'un deuxieme anticorps ou par l'intermediaire du couple streptavidine- 
biotine ou analogues. Par exemple, la streptavidine sera fixee sur la phase solide et la biotine 
sera couplee aux anticorps specifiques de Thapt&ie. 

Le terme "support solide" tel qu*utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels 
peut etre immobilisee une molecule biologique pour une utilisation dans des tests 
diagnostiques et dans des processus de separation. Des materiaux naturels ou de synthase, 
modifies ou non chimiquement peuvent etre utilises comme support solide, notamment les 
polysaccharides tels que les materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des 
derives de cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose, du dextran ; des 
polymfres tels que polychlorures de vinyle, polyethylenes, polystyrenes, polyacrylates, 
polyamides, ou des copolymeres a base de monomeres du type styrene, esters d'acides 
carboxyliques insatures, chlorure de vinylidene, dienes ou composes presentant des 
fonctions nitrile (comme 1'acrylonitrile) ; des copolymeres chlorure de vinyle/propylene, 
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chlorure de vinyle/acetate de vinyle ; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres 
synthetiques telles que le nylon ; des materiaux inorganiques tels que la silice, le quartz des 
verres, des ceramiques ; des latex, c'est-i-dire des dispersions aqueuses colloldales d'un 
polymere quelconque insoluble dans I'eau; des particules magnetiques ; des derives 
metalliques, etc. 

Le support solide peut etre notamment sous la forme d'une plaque de 
microtitration, d'une feuille, d'un cone, d'un tube, de billes, de particules ou analogues. 
Dans les dessins annexes : 

La figure 1 represente la courbe de titrage de 1'anticorps monoclonal anti- 
estradiol obtenue dans l'exemple 2(a) ci-apres, avec un conjugue estradiol phosphatase 
alcaline. Chaque point represente la moyenne de deux valeurs experimentales moins la 
valeur de la mesure pour une fixation non specifique. 

La figure 2 represente la courbe de titrage de 1'anticorps monoclonal anti- 
estradiol obtenue dans l'exemple 2(b) ci-apres, avec un conjugue estradiol-oligonucleotide , 
(estradiol-oligonucleotide 196 obtenu a l'exemple 1). Chaque point represente la moyenne 
de deux valeurs experimentales moins la valeur de la mesure pour une fixation non 
specifique. 

Les exemples suivants illustrent 1' invention. 
Exemple 1 : Obtention de conf upues oligonucteotide-st^roVde : 

Les oligonucleotides sont synthetises sur un appareil automatique 394 de la 
societe APPLIED BIOSYSTEMS en utilisant la chimte des phosphoramidites selon le 
protocole du constructeur. Afin de permettre le couplage d'un oligonucleotide sur un 
haptene en une position bien determinee, des fonctions reactives sont introduites sur les 
oligonucleotides par 1'intermediaire de ligands compatibles avec la synthese automatique. 

Le ligand phosphoramidite (aminolink2, reference 400808 de la societe Applied 
Biosystems) est ajoute a l'extremite 5* de ('oligonucleotide selon le protocole standard de la 
synthese automatique. Ainsi, la fonction reactive, utilisee pour le greSage sur un haptene, 
est localisee a Textremite 5' de 1'oligonucleotide. 
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Apres deprotection une nuit a 55°C dans une solution a 33 % de NH4OH et 
precipitation en presence d'ethanol a -20°C, les oligonucleotides sont seches sous vide et 

repris dans 1 ml d*H20. 

Les oligonucleotides modifies sont ensuite purifies par chromatographic liquide 
5 haute pression (CLHP) en phase inverse sur une colonne Brownlee RP 1 8 ( 10 mm - 25 cm). 
Conditions . debit 4,6 ml/min 

Gradient de 10 % a 35 % de tampon B en 30 min. 
Gradient de 35 % a 100 % de tampon B en 3 min 

avec 

! o Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 

et 

Tampon A : acetate de triethylammonium (TEAA) 0.1M ; pH = 7,00 

Les oligonucleotides modifies par le bras aminolink2 et utilises dans la presente 
1 5 invention sont decrits dans le tableau I . 



TABLEAU 1 



Numero usuel de 






Tr 


('oligonucleotide 


SEO ID N° 


Nucleotide 


57 


1 


beta 


19,54 


196 


2 


alpha 


23,21 



Us nucleotides beta sont les nucleotides naturels, c'est-a-dire que la liaison 
glycosidique est sous la forme anomerique beta, contrairement aux nucleotides alpha, dans 
lesquels la liaison glycosidique est sous la forme anomerique alpha. Les oligonucleotides 
contenant les nucleotides alpha ont ete prepares selon la publication de F. MORVAN et 
collaborators, Nucleic Acid Research, 16(3), pages 833-847, 1988. 

Tr represente le t mps de retention en minutes de ^oligonucleotide dans les 

conditions suivantes : 

Colonne Brownlee RP18 (4,6 mm - 25 cm). 
Conditions : debit 1 ml/min 

Gradient de 10 % a 35 % de tampon B en 30 min. 
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Gradient de 35 % a 100 % de tampon B en 3 min. 
Couplage de l'oligonucleotide modifie svnthetise sur un haptene : 

Les derives d'haptenes utilises sont decrits dans le tableau 2. 



TABLEAU 2 



Haptene a doser 


Derive 1 d' haptene 
utilise pour le couplage 


Fount isseur 


ESTRADIOL 


ESTRADIOL-6- 
CARBOXYMETHOXIME-N- 
HYDROXYSUCCINIMIDE ESTER 


BOEHRINGER 
MANNHEIM 


TESTOSTERONE 


TESTOSTERONE- 1 9- 
HEMISUCCINATE-N- 
HYDROXYSUCCINIMIDE ESTER 


BIO MEREEUX 



Le derive de testosterone, fourni par BIO MERIEUX, est prepare selon la 
methode decrite dans J. Steroid Biochem., 23(6a), p 981-989, 1985 par A. WHITE et al. 

L'oligonucleotide (SO nmoles) est seche a Tevaporateur rotatif et repris dans 
20 \i\ de tampon borate de sodium 0,1 M, pH 9,3. On ajoute 300 \il d'une solution de derive 
d'haptene (5 mg/ml dans le DMF) goutte a goutte et le melange obtenu est place sous 
agitation pendant 3 heures a 50°C. Apres centrifligation, le surnageant est separt et le culot 
de centrifugation est repris dans 100 \il d'eau. Le surnageant reserve est alors ajoute et on 
ajoute au melange obtenu 250 fil d'acetate d'ammonium 3M pH 5,2, et 5 ml d'ethanol absolu 
froid (-20°C). Apres incubation 30 min a -80°C et centrifugation, le culot est repris dans 
500 nl d'eau. 

Le conjugue oligonucleotide-haptene obtenu est purifie par CLHP dans les 
conditions suivantes : 

Colonne BECKMAN ODS (10 mm -25 cm). 
Conditions : debit 4,6 ml/min 

Gradient de 20 % a 30 % de tampon B en 10 min. 

Gradient de 30 % a 70 % de tampon B en 20 min. 
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Le conjugue recueilli est seche a Pevaporateur rotatif puis repris dans 500 pi 

d'eau. 

De fagon analogue, on a prepare differents conjugues oligonucleotide-haptene. 
La nature des conjugues obtenus est resumee dans le tableau 3. 



TABLEAU 3 



Conjugue oligonucleotide- 
haptene 


Oligonucleotide 


Haptene 


Tr 


A 


57 


ESTRADIOL 


16,18 


B 


196 


ESTRADIOL 


15,65 


C 


57 


TESTOSTERONE 


27.96(a) 



Dans le tableau 3, Tr est le temps de retention du produit purifie dans les 
conditions suivantes: 

Colonne Brownlee RP 300 (4.6 mm x 100 mm) 
Conditions : debit 1,0 ml/mn 

Gradient de 20 % a 30 % de tampon B en 10 min. 
Gradient de 30 % a 70 % de tampon B en 20 min. 
(a) pour le conjugue C le gradient est de 10 a 40% de B en 30 min. 

Exemple 2 : Dosage de F estradiol par competition 

(a) Selon 1 "art anterieur 

(i) Un anticorps monoclonal anti-estradiol obtenu par la technique decrite par G. 
Kohler et C. Milstein (Nature 256. 495-497 (1975) est obtenu apres immunisation de souris 
BALB-c avec un conjugue estradiol-albumine bovine (ce conjugue etant obtenu par reaction 
du derive d'estradiol du tableau 2 avec 1'albumine), est utilise a une concentration 
determinee prealablement par etablissement d'une courbe de titrage 

La courbe de titrage est obtenue comme suit : dans les puits d'une plaque de 
microtitration n polystyrene Maxisorb NUNC (commercialisee par la societe Polylabo Paul 
Block sous la reference 4-39454), on depose, a raison de 100 \x\ par puits, une solution a 
5 ng/ml d 'anticorps de chevre anti-(IgG (H + L) de souris) (commercialism par la soci^ 
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Jackson Immuno Research Laboratories sous la reference 115-005-062) dans un tampon 
bicarbonate (NaHC03 0,05 M ; pH 9,6). Cette plaque est mise en incubation une nuit a 
22°C ou une heure a 37°C La plaque est lavee trois fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 
0,05% (NaCl 0,15 M; phosphate de sodium 0,05 M; pH7,0; Tween 20 a une 
concentration finale de 0,05 % (Tween : nom commercial)). Les sites dans la plaque non 
occupes par 1'anticorps sont satures par Paddition de 100 pi d'une solution de PBS-lait a 
1 % en concentration finale (NaCl 0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait 
ecreme Regilait (nom commercial) 1 %). On fait incuber pendant une heure a 37°C, puis on 
rince 3 fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans chaque puits de la plaque, 
100 pi de dilutions successives de 1'anticorps anti-estradiol en tampon PBS sont ajoutes. 
Apres incubation pendant I heure a 37°C, la plaque est rincee trois fois avec du tampon 
PBS-Tween 0,05 %. On ajoute dans chaque puits 50 pi de serum humain masculin 
commercialise par Bio Merieux ref 66581) et 50 pi de conjugue estradiol-phosphatase 
alcaline (1'estradiol est conjugue a la phosphatase alcaline par formation d'un ester de 
N-hydroxysuccinimide et couplage par le dicyclohexytcarbodiimide comme decrit par 
Mattox et al. J. Steroid Biochem, 10, p. 167-172, 1979). On laisse incuber pendant 1 heure 
a 37°C. 

La plaque est rincee trois fois avec du tampon PBS-Tween 0,05 %, puis une 
fois avec de I'eau distillee. On ajoute dans chaque puits 100 pi de substrat PNPP 
(paranitrophenyl-phosphate commercialise par la societe Sigma sous la reference 104-0) a la 
concentration de 2 mg/ml dans du tampon diethanolamine-HCl (diethanolamine 1,29 
M ; MgS04 0,56 mm, NaN03 38 mm ; HC1 0,012 N ; pH 9,8). Apres une incubation de 
30 minutes a 37°C, la reaction enzymatique est bloqu^e par addition de 100 pi de NaOH 1 
N . La lecture est effectuee a 405 nm sur un lecteur Biowhittaker Microplate Reader 2001. 
La courbe de titrage obtenue est representee a la figure 1 . 

Cette courbe de titrage permet de determiner la dilution de 1'anticorps anti- 
estradiol qui sera utiltsee ulterieurement et qui correspond par exemple a une DO de 1,5-2 a 
405 nm. 

(ii) Le dosage de la molecule d'estradiol dans des conditions de competition est 
effectue selon un protocole analogue, mais dans ce cas, 1'etape d'addition du conjugue 
estradiol-phosphatase alcaline est remplacee par 1'addition de 50 pi d*une solution choisie 
parmi des solutions de concentration croissante d'estradiol, diluees dans du serum humain 
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masculin depourvu d'haptenes (BIOMERBEUX Ref. 66581), et de 50 til du conjugue 
estradiol-phosphatase alcaline prepare comme decrit ci-dessus. L'ensemble est mis en 
incubation pendant I heure a 37°C. 

Les mesures sont effectives apres une etape de revelation en presence du 
substrat de I'enzyme, comme decrit precedemment. Les resultats sont presentes dans le 
tableau 4 : 



TABLEAU 4 



Concentration d'estradiol pg/ml 


D.O. 405 nm (*) 


0 


1,755 


10 


•1,749 


100 


1,646 


1000 


1,194 


10000 


0,289 


100000 


0,078 



(*) chaque resultat represente la DO moyenne de deux experiences moins la 
valeur de la fixation non specifique (lecture 405 nm). 

Les resultats de la gamme d'etalonnage presentes dans le tableau 4 montrent que 
Ton obtient une inhibition de la fixation du conjugue estradiol-phosphatase alcaline lorsque 
la concentration en estradiol augmente. La valeur representant 50% d'inhibition de la 
fixation du conjugue estradiol phosphatase alcaline correspond a une concentration de 
2200 pg/ml d'estradiol. 

(b) Utilisation dun conjugue oligonucleotide-estradiol reveli par Vintermediaire 
d'un anticorps marque anti-oligonucleotide 

Sauf indications contraires, les appareils et reactifs utilises sont les memes que 
precedemment. 
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(i) La courbe de titrage est obtenue comme suit : dans les puits d'une plaque de 
microtitration, on depose a raison de 100 pi par puits, une solution a 1 pg/ml d'un anticorps 
de chevre anti-(IgG (H + L) de souris) dans un tampon bicarbonate (NaHC(>3 0,05 M ; 
pH 9,6). On laisse incuber une nuit a 22°C ou une heure a une temperature de 37°C. La 
plaque est lavee trois fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 0,05% (NaCl 0,15 M; 
phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; Tween 20 a une concentration finale de 0,05 % 
(Tween : nom commercial)). Les sites de la plaque non occupes par l'anticorps sont satures 
par l'addition de 100 pi d'une solution de PBS-Iait a I % en concentration finale (NaCl 0,15 
M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait ecreme Regilait (nom commercial) 1 %). 
Apres incubation pendant une heure a 37°C, on rince 3 fois par 300 pi de tampon PBS- 
Tween 0,05 %. Dans chaque puits de la plaque on ajoute 100 pi de dilutions successives 
differentes de la solution d'anticorps anti-estradiol en tampon PBS et on laisse incuber 
pendant 1 heure a 37°C. La plaque est rincee trois fois avec du tampon PBS-Tween 0,05 %, 
puis les sites non occupes par 1'anticorps anti-estradiol sont satures par l'addition de 100 pi 
d'une solution de PBS-(NaCI 0,15 M; phosphate de sodium 0,05 M; pH 7,0) contenant 
10 % de liquide d'ascite de souris produit a partir de la lignee de cellules Sarcome T-180 
(commercialise par BIO MERIEUX sous la reference 30202). On laisse incuber pendant 
une heure a 37°C puis on rince 3 fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans 
chaque puits de la plaque 50 pi de serum humain d'homme sont ajoutes et sont melanges a 
50 pi de conjugue B (voir exemple 1) en solution a 0,72 nM dans le PBS. On fait incuber 1 
heure k 37°C puis on lave trois fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 0,05 %. Par ailleurs, 
F anticorps monoclonal anti-oligonucleotides decrit par P. Cros et al., article cite ci-dessus, a 
ete purifie a partir de liquides d'ascites par chromatographic de type echange d'ions ABx 
(Backer 726900), puis conjugue a la phosphatase alcaline (Boehringer) seion la technique 
de S. Avrameas (Immunochem., 6, p. 43, 1969). On prepare une solution de cet anticorps 
diluee au 1/400 (concentration totale en proteine 1 mg/ml) en tampon PBS - serum humain 
masculin 1 % - serum normal de chevre 1 % - liquide d'ascite de souris (de la lignee 
sarcome T-180) 10 %. 100 pi de cette solution d'anticorps sont ajout 's dans les puits de la 
plaque. Apres une incubation pendant 1 heure a 37 °C et trois linkages avec du tampon 
PBS-Tween 0,05 % puis un rin9age avec de Teau distillee, 100 pi de substrat PNPP & la 
concentration de 2 mg/ml dans du tampon diethanolamine-HCI (diethanolamine 
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1,29 M ; MgS0 4 0,56 mm, NaN0 3 38 mm ; HCI 0,012 N ; pH 9,8) sont ajoutes dans les 
puits de la plaque. On laisse incuber 30 minutes a 37°C puis la reaction est bloqu6e par 
addition de 100 fil de NaOH 1 N. La lecture des plaques est effectuee a 405 nm sur un 
lecteur Biowhittaker Microplate Reader 2001. La courbe de titrage obtenue est representee 
a la figure 2. Cette courbe de titrage permet de determiner la dilution de I'anticorps anti- 
estradiol qui sera utilisee et qui correspond par exemple a une DO de 1-1,5 a 405 nm. 

(ii) Le dosage de la molecule d'estradiol dans des conditions de competition est 
ensuite effectue selon Ie meme protocole qu'a Tetape(i) ci-dessus, mais dans ce cas 50 pi 
d'une solution choisie parmi des solutions de concentration croissante d'estradiol, diluees en 
serum humain depourvu d'haptenes (Bio Merieux ref 66581) sont ajoutes aux 50 \il de la 
solution 0,72 nM de conjugue B, puis on laisse en incubation pendant I heure a 37°C . 

La suite de Texperimentation se deroule comme decrit precedemment. Les 
resultats sont presentes dans le tableau 5 ; 



TABLEAU 5 



Concentration d'estradiol pg/ml 


D.O. 405 nm (*) 


0 


1,551 


10 


1,277 


100 


1,210 


1000 


0,731 


10000 


0,190 


100000 


0,130 



(*) chaque resultat represente la DO moyenne de deux valeurs moins la 
valeur de la fixation non specifique (lecture 405 nm). 



Ces resultats de dosage realise selon une technique de competition montrent que 
Ton obtient une inhibition de la fixation du complexe (conjugue B/anticorps anti- 
oligonucleotide-phosphatase alcaline) lorsque la concentration en stradiol augmente. La 
valeur representant 50% d'inhibition de la fixation dudit complexe correspond a une 
concentration de 900 pg/ml d'estradiol. 
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De fafon analogue, en utilisant un anticorps anti-testosterone, le conjugue C 
(voir exemple 1) et t comme marqueur, des anticorps diriges contre Poligonucleotide 57 
(voir exemple I), on ameliore la sensibilite du dosage de la testosterone, par rapport a un 
dosage selon Tart anterieur effectue de fapon similaire a celui decrit a I'exemple 2(a). 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES 

(i) DEPOSANT 

(A) NOM . BIO MERIEUX S.A. 

(B) RUE : Chemin de 1'Orme 

(C) VILLE : Marcy I'Etoile 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL : 69280 

(G) TELEPHONE : (33) 78 87 20 00 

(H) TELECOPIE : (33) 78 87 20 90 

(ii) TITRE DE L'INVENTION : Procede de dosage d'un haptene selon une 
technique de competition. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 3 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC Compatible 

(C) SYSTEME D*EXPLOITATION : MS-DOS 6.21 

(D) LOGICffiL : WORD 6.0 pour WINDOWS 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 nucleotides 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME : oligonucleotide de synthese 57 
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(ix) CARACTERISTIQUE: 

(D) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: Bras alkylamine 
(AMINOLINK2) a I'extremite 5' 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 . 

ACTAAAAACT AGTAATGCAA AG : 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 nucleotides 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI SENS: NON 
(vi) ORJGINE: 

(A) ORGANISME : oligonucleotide de synthese 196 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(D) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE. nucleosides d'anomerie a et 
bras alkylamine (AMTNOLINK2) a I'extremite 5* 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 : 

ACCCCGAGAT TTACGTTATG T 21 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 nucleotides 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iv) ANTI SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME : oligonucleotide de synthese 2466 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(D) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: Bras alkylamine 
(AMINOLINK2) a I'extremitd 5' 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 : 

CTTTGCATTA CTAGTTTTTA GT 22 
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REVENDICATIONS 

1. Precede pour le dosage d'un haptene dans un echantillon, dans lequel : (a) on 
met en contact ledit echantillon avec une quantite predeterminee d* anticorps capables de 

5 reconnaitre ledit haptene et avec une quantite predeterminee d'un reactif capable d'entrer en 
competition avec ledit haptene pour la fixation sur lesdits anticorps par formation d'un 
complexe de type antigene-anticorps, ledit reactif etant un conjugue forme par un fragment 
d'acide nucleique simple brin avec un compose capable d'etre reconnu par les anticorps 
reconnaissant Thaptene, et (b) on determine, a l'aide d'un marqueur capable de se lier avec 
10 ledit reactif, la quantite dudit reactif fixe sur lesdits anticorps ou la quantite dudit reactif non 
fixe sur lesdits anticorps, ledit marqueur etant un anticorps capable de reconnaitre ledit 
fragment d'acide nucleique. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que Ton determine la 
quantite de reactif fixe ou non fixe en mesurant la quantity de marqueur lie soit au reactif 

is fixe sur les anticorps anti-haptene, soit au reactif fibre, non fixe. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
par le fait que ledit fragment d'acide nucleique contenant au plus 100 nucleotides 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
par le fait que ledit fragment d'acide nucleique contient au plus 40 nucleotides. 

20 5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 

par le fait que Ton melange ledit echantillon et ledit reactif avant la mise en contact avec les 
anticorps capables de reconnaitre Phaptene. 

6. Procede selon I*une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise par le 
fait que dans un premier temps on met en contact ledit echantillon avec lesdits anticorps 

25 capables de reconnaitre Thaptene et que dans un second temps on ajoute ledit reactif. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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